聚 糖 酶 和 甘露 聚 糖 酶 在 毕 赤 酵母 中 的 共 表达 及 产 酶 分 析 、 

姚 银 ; 闵 琪 ; 能 海 容 ; 张 莉 ” 
(中 南 民族 大 学 生命 科学 学 院 武汉 430074) 
摘要 ” 木 聚 糖 酶 和 甘露 聚 糖 酶 是 两 种 重要 的 半 纤 维 素 酶 , 也 是 两 种 重要 的 饲 用 酶 
制剂 , 本 研究 利用 毕 赤 酵 母 表达 系统 中 的 体外 串联 表达 盒 构 建 多 拷贝 的 方法 构建 
了 木 聚 糖 酶 DSB 和 甘露 聚 糖 酶 ManA 共 表 达 重 组 质粒 pPICZaA/DSB-ManA, 将 
该 重组 质粒 电 转 化 至 宿主 菌 毕 赤 酵母 X33 中 获得 共 表 达 两 种 酶 的 重组 菌 X33/ 
DSB-ManA， 实 现 了 两 种 酶 的 共 分 泌 表 达 ， 经 诱导 表达 后 木 聚 糖 酶 和 甘露 聚 糖 酶 
的 酶 活 分 别 为 273.6 U/mL 和 256.8 U/mL， 为 单独 表达 重组 菌 X33/DSB 和 
X33/ManA 酶 活 的 30.4% 和 73.4%. 酶 学 性 质 的 分 析 显 示 DSB 和 Mana 的 最 适 反 
应 温度 均 为 75'C， 在 45'C-75C 范 围 内 有 具有 较 好 的 温度 稳定 性 ， 酶 活 可 保持 最 高 
酶 活 的 60% 以 上 ; DSB 最 适 pH 为 6.5，ManA 最 适 pH X 6.0, TE pH 3.0, 40°C 
条 件 下 ，ManA 处 理 1h 能 保持 最 高 酶 活 的 80% 以 上 ，DSB 处 理 1 h 时 能 保持 最 
高 酶 活 的 50% 以 上 ; DSB 和 Mana 对 多 种 金属 离子 和 化 学 试剂 (浓度 为 1 mM) 
具有 较 好 的 耐 受 性 , 均 可 保留 60% 以 上 的 酶 活力 。 本 研究 利用 单一 菌株 成 功 完成 
了 不 同 酶 的 共 表 达 , 为 复合 酶 饲料 添加 剂 的 生产 和 应 用 研究 提供 了 一 定 的 理论 依 
据 。 


关键 词 木 聚 糖 酶 甘露 聚 糖 酶 毕 亦 酵母 共 表达 酶 学 特性 


木 聚 糖 酶 和 甘露 聚 糖 酶 是 两 种 重要 的 半 纤 维 素 酶 。 木 聚 糖 酶 
(endo-1,4-B-xylanase, EC 3.2.1.8) 可 将 木 聚 糖 降解 为 木 二 糖 、 木 二 糖 以 上 的 寡 聚 
木 糖 及 少量 木 糖 等 帆 ， 是 木 聚 糖 降解 过 程 中 起 关键 作用 的 酶 ， 在 CAZY 分 类 系 
统 中 属于 第 5、7、8、10、11 和 43 家 族 ， 其 中 第 10 和 11 家 族 是 最 主要 的 木 聚 
糖 酶 家 族 ， 以 异 头 碳 保持 原 有 构象 的 保留 机 制 进行 催化 水 解 ,两 个 谷 氨 酸 残 基 参 
与 到 全 部 的 催化 机 制 当 中 证 。B- 甘 露 聚 糖 酶 〈B-1,4-mannanase，EC 3.2.1.78) 是 
降解 甘露 聚 糖 的 关键 酶 ， 属 于 内 切 水 解 酶 ， 能 降解 含 B-1,4- 甘 露 糖苷 键 的 甘露 寡 
糖 和 甘露 多 糖 B，B- 上 甘露 聚 糖 酶 多 属于 糖苷 水 解 酶 家 族 A 26 册 。 不 同 家 族 的 B- 
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甘露 聚 糖 酶 尽管 在 催化 域 序 列 上 存在 不 同 ， 但 是 它们 的 催化 域 都 采用 TM 桶 状 
结构 并 且 遵 循 保留 催化 机 制 。 

玉米 、 豆 粕 、 大 麦 等 谷物 饲 粮 及 其 副产品 中 普遍 存在 抗 营养 因子 ， 木 聚 糖 和 
甘露 聚 糖 就 是 其 中 重要 的 两 种 。 在 饲料 里 添加 木 聚 糖 酶 和 甘露 聚 糖 酶 可 破坏 植物 
性 饲料 的 细胞 壁 ， 降 低 抗 营养 作用 ， 提 高 消化 率 和 营养 吸收 ， 且 多 项 研究 表明 在 
饲料 里 添加 复合 酶 制剂 比 添 加 单 酶 制剂 效果 更 好 辐 。 目 前 ， 饲 用 复合 酶 大 部 分 是 
以 复 配 形式 生产 ,首先 需 生产 多 种 单一 酶 ， 生 产 较 复杂 。 利 用 基因 工程 方法 将 多 
种 酶 在 同一 宿主 菌 中 进行 共 表达 ,可 实现 单一 菌株 发 酵 产 多 种 酶 ， 从 而 简化 发 酝 
过 程 。 黄 生平 中 等 在 毕 赤 酵 母 中 共 分 泌 表 达 了 植 酸 酶 和 甘露 聚 糖 酶 ， 获 得 的 共 表 
达 酵 母 工 程 菌 可 同时 生产 两 种 酶 ， 且 具有 较 好 的 稳定 性 ， 传 代 10 次 后 发 酵 生 产 
两 种 酶 的 酶 活 与 初始 菌株 生产 两 种 酶 的 酶 活 无 明显 差异 。 吴 振 芳 "等 构建 获得 了 
共 表 达 植 酸 酶 和 内 切 葡萄 糖苷 酶 的 毕 赤 酵母 重组 菌 , 经 诱导 表达 后 该 共 表达 重组 
菌 可 同时 分 泌 表 达 植 酸 酶 和 内 切 葡萄 糖苷 酶 , 两 种 酶 的 酶 活力 分 别 为 单独 表达 两 
种 酶 菌株 的 39.4% 和 56.2%， 却 仍然 分 别 高 达 13726.7 U/mL 和 364.5 U/mL。 

巴 斯 德 毕 赤 酵母 表达 系统 目前 已 发 展 成 为 一 个 较为 理想 的 蛋白 表达 系统 , 被 
广泛 应 用 于 生产 外 源 蛋 白 &9。 本 研究 利用 该 表达 系统 实现 了 两 种 半 纤 维 素 酶 ( 木 
聚 糖 酶 和 甘露 聚 糖 酶 ) 的 共 分 沁 表 达 , 并 对 这 两 种 酶 的 相关 酶 学 性 质 进 行 了 分 析 ， 
为 复合 酶 饲料 添加 剂 的 生产 和 应 用 研究 提供 了 一 定 的 理论 依据 。 


1 材料 与 方法 
1.1 菌 种 与 质粒 

含 木 聚 糖 酶 DSB 基因 的 质粒 pAO815hr/DSB 与 含 甘 露 聚 糖 酶 Mana 基因 的 
质粒 pAO815hr/ManA 由 实验 室 构 建 并 保藏 。 表 达 载 体 pPICZaA、 巴 斯 德 毕 赤 本 
母 X33、 大 肠 杆菌 ToplO 均 由 实验 室 保藏 。 
1.2 主要 试剂 

限制 性 内 切 酶 、Prime STAR Max DNASE AA. T4 DNA 连 接 酶 等 工具 酶 及 
DNA Marker 均 购 自 宝生 物 工程 (大 连 ) ARAS; 质粒 小 量 提取 试剂 盒 、DNA 
凝 胶 回 收 试剂 盒 、PCR 清 洛 试剂 盒 等 购 自 上 海 AxyPrep 公 司 ; 底 物 燕麦 木 聚 糖 和 
角 豆 胶 购 于 Sigma 公 司 ; 蛋白 腺 和 酵母 提取 物 购 自 于 Oxoid 公 司 ; 无 氨基 酵母 氮 源 


YNB、 


山梨 醇和 琼脂 购 自 Biosharp 公 司 ; EKER ZeocinI A Invitrogen: a]; 其 


他 试剂 均 为 国产 或 进口 分 析 纯 。 


1.3 共 表 达 重 组 质粒 的 构建 


以 质粒 pAO815hr/DSB 和 pAO815hr/ManA 为 模板 ,分 别 使 用 相应 的 上 下 游 引 


YP 1/P2AIP3/P4 (R1) 进行 PCR 扩 增 获 得 DSB 和 ManA 的 基因 ， 然 后 分 别 经 EcoR 
I 与 Not [和 Kpn I 与 Xba 二 双 酶 切 后 插入 至 质粒 pPICZaA 中 ， 获 得 两 个 重组 质粒 
pPICZaA/DSB 和 pPICZaA/ManA。 在 获得 上 述 两 个 重组 质粒 的 基础 上 ,采用 体外 
串联 表达 盒 构 建 多 拷贝 的 方法 构建 共 表达 重组 质粒 , 先 用 同 尾 酶 Bg11] 和 BamH I 
对 pPICZaA/ManA 进 行 双 酶 切 获 得 含有 A4OXI 启 动 子 、 终 止 子 和 a- 信 号 肽 序列 引导 
分 泌 的 ManA 表 达 盒 ， 同 时 用 BamH I 单 酶 切 重 组 质粒 pPICZaA/DSB， 随 后 将 含 
ManA 的 表达 盒 与 单 酶 切 后 的 载体 pPPICZaA/DSB 进 行 连接 获得 DSB 与 ManA 共 表 


iA HY 


质粒 pPICZaA/DSB-ManA， 构 建 示意 图 如 图 1 所 示 。 所 获 质 粒 经 双 酶 切 鉴 


XE IEW 


UE US BRE BAA BR 2x EAT WP HE 
XI PCR 扩 增 引 物 序列 


Table 1 Sequence of PCR amplification primers 


基因 ”引物 引物 序列 (3 一 37 酶 切 位 点 
P1 CCGGAATTCTGCGCAACCCCCAACTCGGAG EcoRI 

DSB — P2 ATAGCGGCCGCTTAGCCCACGTCAGCAACGG Norl 

wa P TATGGTACCTCTGGTGGACCAAACTTGTCTG KpnI 


P4 CCGTCTAGAAGAGGTACCGATAGCGTTAGTTC — Xba | 


3'AOX 1(TT) 


pPICZaA/DSB Bgll Bam HI 


zd as — ENS 
— E Vana | 


Bgili+ BamHI digestion 


Belll 
BamHI digestion T4 ligase 
3'40X \(TT) 


ManA 


e CYCITT Zeon PE 
= 图 1 共 表 达 载 体 pPICZaA/DSB-ManA 的 构建 示意 图 
l Fig.1 Schematic diagram of construction of pPICZaA/DSB-ManA 
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© 使 用 真空 离心 浓缩 仪 将 溶 于 无 菌 去 离子 水 的 重组 质粒 pPICZaA/DSB-ManA 
浓缩 10 倍 ( 约 50 ug)， 电 转化 至 宿主 菌 X33 感 受 态 细胞 中 ， 涂 布 于 YPDSZ 博 来 霉 
素 抗 性 筛选 平板 上 ， 使 用 引物 PI/P2 和 P3/P4 对 转化 子 进 行 菌落 PCR 验 证 获得 阳性 
转化 子 。 将 各 阳性 转化 子 接 种 于 25 mL BMGY (1% 酵 母 提 取 物 , 29648 AR, 1.34% 
YNB，1% 甘 油 ，4X10-5% 生 物 素 ，0.1 mol/L pH 6.0 磷 酸 钊 缓冲 溶液 ) 培养 基 中 ， 
30C、250 rpm 培 养 24h， 离 心 收集 适量 菌 体 ， 重 悬 于 25 mL BMMY 〈1% 酵 母 提 
WH, 24E ARR, 1.34% YNB，1% 甲 醇 ，4X 105%4E WR, 0.1 mol/L pH 6.0% 
酸 缓 冲 溶液 ) 培养 基 中 ， 控 制 重组 菌 的 起 始 ODeoo 为 1.0， 在 30C、250 rpm 培 养 条 
件 下 诱导 表达 至 144h， 每 隔 24 h 取 样 0.5 mL 并 补 加 1% 甲 醇 。 将 收取 的 样品 离心 
并 收集 上 清 ， 采 用 DNS 法 测定 各 转化 子 发 酵 上 清 液 木 聚 糖 酶 与 甘露 聚 糖 酶 酶 活 ， 


$306 3 63 ETS 7J BR tes HIE EIA DSB M Mana AY E 2H i X33/DSB-ManA.. HAME 
组 质粒 pPICZaA/ManA 和 pPICZaA/DSB 分 别 转 化 至 X33 宿主 菌 中 ， 获 得 单独 表达 
ManA 和 DSB 的 重组 菌 X33/ManA 和 X33/DSB 作 为 对 照 。 所 有 实验 数据 均 重复 3 次 。 
聚 糖 酶 酶 活力 采用 DNS 法 0 测定 ,以 木 聚 糖 为 底 物 , 酶 活力 单位 定义 为 在 最 适 
温度 和 pH 条 件 下 ，1 min 内 水 解 0.5% 木 聚 糖 底 物产 生 1 hmol 木 糖 所 需要 的 木 聚 糖 
酶 的 量 。 甘 露 聚 糖 酶 酶 活力 采用 DNS 法 0 测定 ， 以 角 豆 胶 为 底 物 ， 酶 活力 单位 定 
义 为 在 最 适 温度 和 pH 条 件 下 ，1 min 内 水 解 0.5% 甘 露 聚 糖 底 物 产生 1 mol H SE 
所 需要 的 甘露 聚 糖 酶 的 量 。 
1.5 共 表 达 重 组 著 产 木 聚 糖 酶 和 甘露 聚 糖 酶 的 SDS-PAGE 电 泳 分 析 
共 表 达 重 组 菌 GS115/DSB-ManA 诱 导 产 DSB 和 ManA 发 酵 结 束 后 ， 取 上 清 液 
进行 SDS-PAGE 电 泳 分 析 ， 具 体操 作 方 法 参考 《分 子 克隆 实验 指南 》 第 二 版 。 
1.6 共 表 达 重 组 菌 产 木 聚 糖 酶 和 甘露 聚 糖 酶 的 酶 学 性 质 分 析 
1.6.1 最 适 温度 测定 
分 别 在 60C、65C、70C、75C、80C、85C 条 件 下 测定 共 表 达 重 组 菌 产 
聚 糖 酶 (pH 6.50 和 甘露 聚 糖 酶 (pH 6.0) 酶 活 ， 设 木 聚 糖 酶 和 甘露 聚 糖 酶 最 
高 酶 活力 为 100%， 计 算 不 同 温度 下 两 种 酶 的 相对 酶 活力 。 所 有 实验 数据 均 重 复 3 


1.6.2 温度 稳定 性 测定 
取 适 当 稀 释 后 的 酶 液 分 别 置 于 45'C-85'C (每 隔 5'C 设 置 一 个 温度 ) IK b 
理 30 min, 迅速 置 于 冰 上 冷却 ， 然 后 分 别 测定 各 处 理 酶 液 木 聚 糖 酶 酶 活力 和 甘露 
聚 糖 酶 酶 活力 ， 设 未 处 理 酶 液 的 木 聚 糖 酶 酶 活力 和 甘露 聚 糖 酶 酶 活力 为 100%， 
计算 不 同 温度 条 件 下 处 理 30 min 后 两 种 酶 残余 的 相对 酶 活力 。 所 有 实验 数据 均 重 
复 3 次 。 
1.6.3 最 适 pH 测 定 
配制 50 mmol/L pH 4.5-7.5 磷 酸 氧 二 钠 - 柠 榜 酸 缓冲 液体 系 , 并 以 上 述 缓冲 液 
分 别 配制 0.5% 木 聚 糖 和 0.5% 角 豆 胶 底 物 ， 分 别 使 用 上 述 底 物 测定 共 表达 重组 菌 
产 木 聚 糖 酶 和 甘露 聚 糖 酶 酶 活 ， 酶 液 分 别 用 对 应 pH 值 缓冲 液 进行 稀释 ， 反 应 温 
度 均 为 75C， 设 最 高 木 聚 糖 酶 和 甘露 聚 糖 酶 酶 活力 为 100%， 计 算 不 同 pH 条 件 下 
两 种 酶 的 相对 酶 活力 。 所 有 实验 数据 均 重 复 3 次 。 


1.6.4 pH 稳定 性 测定 


设置 了 pH 3.0 和 pH 6.0 两 个 条 件 ， 分 别 接近 动物 角 液 和 肠 道 的 pH 值 。 将 分 别 


用 两 种 不 同 pH 值 缓冲 液 稀释 的 酶 液 置 于 40C 水 浴 中 连续 处 得 


ES h， 每 隔 30 min 取 


样 0.5 mL， 分 别 测定 木 聚 糖 酶 酶 活力 和 甘露 聚 糖 酶 酶 活力 ， 设 未 处 理 酶 液 的 木 育 
糖 酶 酶 活力 和 甘露 聚 糖 酶 酶 活力 为 100%， 计 算 不 同 pH 条 件 处 理 下 ， 随 着 时 间 变 


化 两 种 酶 的 残余 相对 酶 活力 。 所 有 实验 数据 均 重复 3 次 。 
1.6.5 不 同 金属 离子 和 化 学 试剂 对 两 种 酶 稳定 性 的 影响 


在 底 物 0.5% 木 聚 糖 和 0.5% 角 豆 胶 中 加 入 适量 金属 离子 溶液 和 化 学 试剂 溶 
液 ， 使 其 终 浓 度 分 别 为 0.5 mmolL 和 1 mmol/L。 分 别 用 上 述 底 物 测定 酶 液 木 聚 糖 
酶 酶 活力 和 甘露 聚 糖 酶 酶 活力 , 设 未 处 理 组 木 聚 糖 酶 酶 活力 和 甘露 聚 糖 酶 酶 活力 
为 100%， 计 算 不 同 金属 离子 和 化 学 试剂 处 理 下 两 种 酶 的 相对 活力 。 所 有 实验 数 


据 均 重复 3 次 。 


2 结果 
2.1 共 表达 重组 质粒 的 构建 


以 质粒 pAO815hr/DSB 和 pAO815hr/ManA 为 模板 ， 分 别 用 引物 P1/P2 和 P3/P4 
进行 PCR 扩 增 ， 获 得 DSB( 约 600bp〉 和 ManA 〈 约 800bp) 的 基因 (图 2a)。PCR 


产物 经 双 酶 切 后 分 别 与 质粒 pPICZaA 连接 获得 重组 质 


粒 pPICZaA/DSB 和 


pPICZaA/ManA， 两 个 重组 质粒 的 双 酶 切 鉴 定 结果 显示 各 条 带 大 小 正确 (图 2b)。 
然后 利用 同 尾 酶 Bg11[ 和 BamH 1 , 采用 体外 串联 表达 盒 构 建 多 拷贝 的 方法 构建 共 
表达 重组 质粒 pPICZaA/DSB-ManA, 经 Bg1 了 [和 BamH I 双 酶 切 验 证 两 条 带 大 小 正 


确 ， 分 别 为 DSB 和 ManA 串 联 表 达 盒 条 带 〈 约 4.8kb) 和 质粒 条 带 “〈 约 1.9kb)， 说 


明 pPICZaA/DSB-ManA 构 建成 功 ( 图 2c)。 所 获得 的 重组 质粒 均 送 至 武汉 擎 科 生 


物 技 术 有 限 公司 进行 测序 验证 ， 所 测序 列 均 正确 。 
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图 2 共 表 达 重 组 质粒 pPICZaA/DSB-ManA 构 建 过 程 中 的 电泳 
Fig.2 Electrophoresis analysis of co-expression recombinant plasmid 
pPICZaA/DSB-ManA 

(a) Electrophoresis of PCR analysis of DSB and ManA. M: DL5000 DNA marker; 1: 
ManA; 2: DSB (b) Restriction analysis of recombinant plasmid pPICZaA/DSB and 
pPICZaA/ManA. M: DL5000 DNA marker; 1: pPICZaA/ManA; 2: pPICZaA/DSB (c) 
Restriction analysis of pPICZaA/DSB-ManA. M: DL5000 DNA marker; 1: 
pPICZaA/DSB-ManA 


2.2 共 表 达 重 组 菌 的 构建 及 产 木 聚 糖 酶 和 甘露 聚 糖 酶 的 分 析 

将 重组 质粒 pPICZaA/DSB-ManA 转 入 毕 赤 酵母 X33， 筛 选 获得 两 种 酶 活力 最 
高 的 共 表 达 重 组 菌 X33/DSB-ManA， 同 时 将 pPICZaA/DSB 和 pPICZauA/ManA 也 分 
别 转 入 X33， 获 得 单独 表达 两 种 酶 的 重组 菌 X33/DSB 和 X33/ManA。 对 上 述 各 重 
组 茵 进行 摇 瓶 发 酵 至 144h， 上 清 酶 活力 的 检测 结果 显示 X33/DSB 的 8 个 转化 子 的 
酶 活 平 均值 为 9000U/mL (图 3(a))，X33/ManA 的 8 个 转化 子 的 酶 活 平均 值 为 350 
U/mL (图 3(b))， 而 X33/DSB-ManA 产 木 聚 糖 酶 和 甘露 察 糖 酶 的 最 高 酶 活 分别 为 
273.6 U/mL 和 256.8 U/mL 〈 图 4(b))， 分 别 为 X33/DSB 和 X33/ManA 平 均 酶 活 的 
30.4% 和 73.4%。 此 外 ，X33/DSB-ManA 和 宿主 菌 X33 在 摇 瓶 发 酵 过 程 中 生长 趋势 
一 致 〈 图 4(a))， 因 此 DSB 和 ManA 在 同一 宿主 苦 中 共 表 达 时 对 宿主 菌 的 生长 无 显 

著 影 响 。 上 述 结果 表明 DSB 和 ManA 成 功 地 在 同一 宿主 菌 中 进行 了 共 分 泌 表 达 ， 

虽然 与 单独 表达 重组 菌 相 比 酶 活力 有 所 降低 , 但 是 两 种 酶 仍然 都 表现 出 较 高 的 酶 
活力 。 


发 酵 结 束 后 对 X33/DSB-ManA 上 清 液 进行 SDS-PAGE 分 析 ， 结 果 如 图 $ 所 示 ， 
上 清 液 中 有 两 条 明显 的 条 带 ， 大 小 分 别 约 为 23KDa 和 30KDa， 与 DSB 和 ManA 的 
预测 分 子 量 大 小 一 致 , 进一步 表明 GS11$/DSB-ManA 能 同时 分 泌 表 达 两 种 半 纤 维 
素 酶 。 
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图 3 单独 表达 重组 菌 发 酵 144 h 产 两 种 酶 的 酶 活力 

Fig.3 Enzyme activities of X33/DSB and X33/ManA at 144h 
(a) Xylanase activity of different transmutants of X33/DSB;(b) Mannanase activity of different 
transmutants of X33/ManA 
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图 4 X33/DSB-ManA 发 酵 过 程 的 生长 曲线 和 产 木 聚 糖 酶 与 甘露 聚 糖 酶 的 酶 活 曲线 


Fig.4 The growth curve(a) and the xylanase activity and mannanase activity curves(b) of 


X33/DSB-ManA 
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图 5 X33/DSB-ManA E RE. - TELF] SDS-PAGEA) Hr 
Fig.5 SDS-PAGE analysis of X33/DSB-ManA fermentation supernatant 


M: Prestained protein ladder; 1: X33/DSB-ManA fermentation supernatant 


2.3 共 表 达 重 组 菌 产 木 聚 糖 酶 和 甘露 聚 糖 酶 的 酶 特性 分 析 
2.3.1 两 种 酶 的 最 适 温度 和 温度 稳定 性 

X33/DSB-ManA 产 木 聚 糖 酶 和 甘露 聚 糖 酶 最 适 温 度 的 结果 见 图 6(aj)，DSB 和 
ManA 的 最 适 反应 温度 均 为 75C ， 属 于 高 温 酶 ， 且 两 种 酶 在 60C-85C 之 间 均 能 
保持 60% 以 上 的 相对 酶 活力 。 将 发 酵 上 清 液 在 不 同 温度 条 件 下 处 理 30 min， 分 析 
两 种 酶 的 温度 稳定 性 ， 图 6(b) 的 结果 表明 ManA 在 45'C-75 处 理 30 min， 仍 能 保 
持 90% 以 上 相对 酶 活力 ， 而 DSB 在 45'C-75'C 处 理 30min 也 能 够 保持 60% 以 上 相对 
酶 活力 。 饲 料 加 工 中 包括 制 粒 、 脱 化 和 干燥 等 工艺 过 程 ， 均 需要 高 温 处 理 (70'C 
以 上 ) 大 多 数 酶 制剂 活性 都 将 受到 不 同 程度 影响 , 而 DSB 和 ManA 具 有 较 好 的 温 
度 稳 定性 ， 这 一 特性 成 为 饲 用 酶 制剂 生产 中 的 一 大 优势 ， 具 有 较 好 的 应 用 前 景 。 
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图 6 X33/DSB-ManA;" AGREE (pH6.5) 和 甘露 聚 糖 酶 (pH6.0〉 的 最 适 温 度 及 
热 稳定 性 


Fig.6 Optimum tempature (a) and thermal stability (b) of xylanase (pH 6.5) and 


mannanase (pH 6.0) of X33/DSB-ManA 


2.3.2 两 种 酶 的 最 适 pH 和 pH 稳定 性 

X33/DSB-ManA 产 木 聚 糖 酶 和 甘露 聚 糖 酶 最 适 pH 的 结果 如 图 7(a) 所 示 ，DSB 
的 最 适 pH 为 6.5， 在 pH 4.5-7.5 之 间 能 保持 60% 以 上 的 相对 酶 活力 ; ManA 最 适 pH 
为 6.0， 在 pH 4.5-7.5 之 间 也 能 保持 50% 以 上 的 相对 酶 活力 。 将 发 酵 上 清 液 在 近 动 
物 胃液 (pH 3.0) 和 肠 道 (pH 6.0) 的 酸 碱 条 件 下 处 理 3 h， 分 析 两 种 酶 的 pH 稳定 
性 ， 结 果 见 图 7(b)，DSB 和 ManA 在 pH 6.0、40'C 条 件 下 处 理 3 h 酶 活 基 本 维持 不 
变 ， 无 明显 下 降 。 在 pH 3.0、40C 条 件 下 ，Man 人 A 处理 1h 仍 能 保留 80% 以 上 的 酶 
活力 ， 而 处 理 2.5 h 也 能 保留 50% 的 酶 活力 ; DSB 随 着 处 理 时 间 的 延长 酶 活 下 降 较 
Bh, [HABERI h 时 也 能 够 保持 50% 以 上 的 酶 活力 。 上 述 结果 显示 DSB 和 ManA 在 偏 
酸性 条 件 下 能 维持 较 高 的 酶 活 , 这 一 特性 有 利于 两 种 酶 作为 饲料 添加 剂 抵抗 动物 
由 肠 道 的 酸性 环境 。 
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图 7 X33/DSB-ManA 产 木 聚 糖 酶 和 甘露 聚 糖 酶 的 最 适 pPH (75 C) 
及 pH 稳定 性 


= Fig.7 Optimum pH (75 C) (a) and pH stability (b) of xylanase and mannanase of 


© X33/DSB-ManA 


2.3.3 两 种 酶 对 不 同 金属 离子 和 化 学 试剂 的 稳定 性 

不 同 金属 离子 和 化 学 试剂 对 两 种 酶 活力 的 影响 如 表 1 和 表 2 所 示 , 从 表 中 可 
Dat}, Cu, Fet, Mn? , Co 、Pb*、 EDTA, Fid LEX H E Re Ng 
Mana 有 不 同 程度 的 抑制 作用 ， 其 中 Cu2+、Fe3+ 、Co2 在 浓度 较 高 时 才 会 表现 明 
显 抑 制作 用 ，Mg#+、 Lit, Ni . SDS 对 该 酶 的 酶 活 基本 没有 影响 ，Ca2+ 则 对 
= 该 酶 有 明显 的 激活 作用 ;Cu+、Mn2+ . Mg, Pb, SDS. EDTA 对 木 聚 糖 酶 
: DSB 有 不 同 程度 的 抑制 作用 ，Fex* . Co, Lit. Ni? , Ca, BEZLI 
聚 糖 酶 酶 活 影响 不 大 ， 其 中 Co?" 在 低 浓 度 时 对 该 酶 有 轻微 的 促进 作用 。 在 饲料 
加 工 过 程 中 , 原料 本 身 会 存在 一 定量 金属 元 素 或 因 动 物 生长 需要 添加 不 同 种 类 和 
不 同比 例 微量 金属 离子 , 这 些 金属 离子 会 对 酶 的 活性 和 稳定 性 产生 一 定 影响 。 表 
2 和 表 3 的 结果 表明 DSB 和 Mana 对 大 部 分 金属 离子 和 化 学 试剂 有 一 定 耐 受 性 ， 
作为 饲料 添加 剂 ， 这 一 特性 有 利于 最 大 限度 发 挥 其 催化 活性 。 
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Table 2 The effects of different chemical reagents and metal ions on the activity of 


mannanase 
iK E (mM) 
0.5 1 

Cu? 1001.95 97.22+4.67 83.7142.81 
Fe? 100+2.49 105.75+3.16 86.12+6.36 
Mn?* 100+7.52 65.03+1.21 69.79*1.27 
Co?* 1004.52 104.93+5.30 87.15+3.82 
Mg? 1002.93 99.83+4.24 107.56+3.00 
Lit 100+2.85 103.43+3.62 101.33+6.26 
Ni? 1004.03 101.38+7.19 102.36+4.31 
Ca?* 10045.58 121.27+2.82 131.57+4.88 
Pb” 100+3.94 95.74+2.49 87.14+5.91 
SDS 100+4.28 97.7444.89 99.73+41.85 
EDTA 100+2.33 85.06+4.31 90.56+6.99 
Sizes GRE 100+2.58 93.29+7.01 87.40+5.55 


Table 3 The effects of different chemical reagents and metal ions on the activity of 


X3 不 同化 学 试剂 及 金属 离子 对 木 聚 糖 酶 活力 的 影响 


xylanase 
浓度 (mM) 0 0.5 1 

金属 离子 

Cu? 100+0.26 91.55+0.38 73.18+40.37 
Fe? 100+0.76 98.29+0.33 97.20+0.14 
Mn?* 100+0.77 64.09+0.54 67.89+0.77 
Co 和 100+0.68 117.13+0.49 96.80+0.74 
Mg? 100+0.61 90.93+0.75 91.7841.07 
nr 100+0.81 97.80+0.54 96.99+0.33 


Ni? 100+0.45 99.16+0.63 96.69+0.56 


Ca?* 100+0.50 92.79+0.71 96.04+0.35 
Pb2* 100+0.86 92.62+0.77 87.71+1.09 
SDS 100+2.22 84.89+0.92 78.51+0.58 
EDTA 100+0.50 89.82+1.05 84.04+1.21 
Size Ze 100+0.61 99.4742.29 100.49+1.67 
3 讨论 


聚 糖 酶 和 甘露 聚 糖 酶 是 两 种 重要 的 饲 用 酶 制剂 ， 在 饲料 中 添加 含有 两 种 
酶 的 复合 酶 制剂 ， 可 促进 饲料 养分 的 利用 ， 提 高 动物 的 生长 性 能 ， 增 进 动物 的 健 
康 02171。 然 而 目前 复合 酶 大 部 分 是 以 复 配 形式 生产 ， 首 先 需 生产 多 种 单一 酶 ， 生 
产 较 复杂 。 本 研究 选用 巴 斯 德 毕 赤 酵母 X33 为 宿主 菌 ， 采 用 基因 工程 技术 构建 
Be HEHE DSB 和 甘露 聚 糖 酶 Mana 共 表 达 重 组 质粒 pPICZaA/DSB-ManA, 然后 
将 重组 质粒 转化 至 毕 赤 酵 母 宿 主 菌 X33 中 获得 共 表 达 两 种 酶 的 重组 菌 
X33/DSB-ManA， 摇 瓶 发 醇 结 果 显示 诱导 表达 至 144h 时 木 聚 糖 酶 和 甘露 聚 糖 酶 
的 酶 活 分 别 为 273.6 U/mL 和 256.8 U/mL， 表 明 两 种 酶 在 同一 宿主 中 实现 了 共 表 
达 ， 且 都 具有 较 高 的 酶 活 ， 这 对 复合 酶 的 工业 生产 来 说 ， 可 简化 发 酵 过 程 ， 降 低 
ETRA 
本 研究 对 共 表 达 重 组 菌 X33/ManA-DSB 产 两 种 酶 的 酶 活力 与 单独 表达 重组 
菌 X33/DSB 和 X33/ManA 产 两 种 酶 的 酶 活力 进行 了 比较 ， 摇 瓶 发 酵 至 144h 时 ， 
X33/DSB 的 酶 活 为 9000U/mL，X33/ManA 的 酶 活 为 350 U/mL， 而 X33/ManA-DSB 
产 木 聚 糖 酶 和 甘露 聚 糖 酶 的 酶 活 分 别 为 273.6 U/mL 和 256.8 U/mL， 分 别 为 
X33/DSB 和 X33/ManA 酶 活 的 30.4% 和 73.4%。 上 述 结果 显示 DSB 和 ManA 在 同一 
宿主 中 进行 共 表达 时 ,与 单独 表达 重组 菌 相 比 最 高 酶 活力 都 有 所 降低 ， 表 明 在 毕 
赤 酵 母 中 表达 外 源 和 蛋白 时 ， 宿 主 菌 的 最 大 表达 能 力 可 能 是 有 一 定 上 限 的 89。 且 
共 表 达 时 ，DSB 最 高 酶 活 下 降 约 70%， 而 ManA 最 高 酶 活 下 降 约 30%， 即 两 种 酶 
在 同一 宿主 中 的 共 表 达 对 DSB 酶 活 的 影响 大 于 ManA 酶 活 ， 可 能 是 因为 共 表 达 时 
两 个 基因 使 用 相同 的 启动 子 出 现 了 个 别 基 因 选 择 性 高 表达 的 问题 n9, 具体 原因 有 
待 进 一 步 研 究 。 
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本 研究 中 共 表 达 的 两 种 酶 均 为 高 温 酶 , fpc Sc DT EN 75 C, H750 b 
理 30 min， 两 种 酶 均 能 保持 60% 以 上 相对 酶 活力 ， 两 种 酶 都 表现 出 了 较 好 的 热 稳 
定性 ， 这 一 特点 对 于 解决 工业 酶 制剂 制 粒 时 高 温 下 酶 失 活 的 问题 具有 重要 意 X 
比较 适合 工业 生产 的 要 求 。 此 外 ， 两 种 酶 也 表现 出 了 较 好 的 耐酸 性 ， 在 pH 3.0、 
40C 条 件 下 ，ManA 处 理 1 h 仍 能 保留 80% 以 上 的 酶 活力 ， 而 DSB 人 处 理 1 h 时 也 能 够 
保持 50% 以 上 的 酶 活力 , 表明 两 种 酶 随 饲料 进入 动物 胃 肠 道 后 可 抵抗 骨 肠 道 的 酸 
性 环境 ， 因 此 两 种 酶 在 饲料 工业 中 具有 很 好 的 应 用 前 景 。 
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Co-expression of xylanase and mannanase in Pichia pastoris 


and the enzymatic analyses 


YAO Yin MINQi XIONG Hai-rong ZHANG Li 


(College of Life Science, South-Central University for Nationalities, Wuhan 


430074, China) 

Abstract Xylanase and mannanase are two important hemicellulases and feed 
enzyme preparations. Construction method of in vitro multimers in Pichia pastoris 
expression system has been used to construct recombinant plasmid 
pPICZaA/DSB-ManA which contained both DSB gene and ManA gene. Then, 
pPICZaA/DSB-ManA was transformed to host cells Pichia pastoris X33 by 
electroporation to obtain the co-expression recombinant strain X33/DSB-ManA. In 
shake-flask cultivation, xylanase activity and mannanase activity in the supernatant 
were 273.6 U/mL and 256.8 U/mL that reached 30.4% and 73.4% activity compared 
to X33/DSB and X33/ManA, respectively. Properties of the mixed enzyme suggested 
that the optimal reaction temperature for DSB and ManA is 75°C. Both xylanase and 
mannanase showed more than 60% activity across temperature ranges 45°C to 75°C. 
The optimal reaction pH value of DSB and ManA were 6.5 and 6.0, respectively. 
After incubation 1 h under the pH3.0 and 40 °C treatment condition, mannanase 
activity of ManA displayed greater than 80% activity and xylanase activity of DSB 
revealed more than 50% activity. Meanwhile, DSB and ManA have shown good 
tolerance to a variety of metal ions and chemical reagents. Both enzyme activities 
could keep over 60% activity when the treatment concentration of different metal ions 
and chemical reagents was 1 millimole. Xylanase DSB and mannanase ManA have 
been co-expressed in Pichia pastoris successfully. The successful expression of the 
two enzymes of the recombinant strain could offer the theory basis for production and 


application of compound enzyme in the animal feed. 
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